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論文内容要旨
匿目  的】
 真珠腫性中耳炎とは,中耳側へ侵入した嚢状の上皮の内腔に角化物が堆積し,上皮下肉芽組織
 の接する骨面での骨破壊を特徴とし,進展に伴い内耳瘻孔・顔面神経麻痺・脳膿瘍などの合併症
 を惹起する危険な疾患である。この骨破壊機序の解明のため,手術時摘出した真珠腫組織を種々
 の条件下で培養し,その培養上清を免疫生化学的に解析し,本疾患の骨破壊をめぐってサイトカ
 インがいかなるネットワークを形成しているのかを明らかにし,これまで手術療法以外に治療法
 のなかった本疾患に対し,サイトカイン産生の制御による保存療法の可能性を探ることを目的と
 する。
 【方法逼
 手術時摘出した真珠腫組織を細切後培養し,得られた培養上清中の骨吸収活性をマウス頭蓋冠
 培養系にて,prostaglandin(PG)E2量をradioimmunoassayにて,interleukin(IL)一1α・
 IL-1β。tumornecrosisfactor(TNF)α。IL-6。granulocyte-macrophagecolony-
 s七imulatingfactor(GM-CSF)。transforminggrowthfac七〇r(TGF)α。interferon(IFN)
 γ・TNFβ・IL-4。epidermalgrowthfactor(EGF)。TGFβ1の各サイトカインをenzyme-
 linkedimmunosorbentassayにて測定した。真珠腫組織培養に際して,抗サイトカイン抗体や
 リコンビナント型ヒト(rh)サイトカイン・各種薬剤を添加し,その骨吸収活性・サイトカイン
 産生への影響をみた。
 【結果と考察】
 1)培養真珠腫組織の産生する骨吸収活性の本体はIL-1αである:真珠腫組織培養上清中の
 骨吸収活性の存在をマウス頭蓋冠系を用いて確認した後,①真珠腫培養時のindomethacin添加
 が,PGE、を顕著に抑制するにもかかわらず,骨吸収活性は部分的にしか抑制しないこと,②真
 珠腫組織培養上清中にIL-1αの存在を確認したこと,③indomethacin添加真珠腫組織培養上
 清中の骨吸収活性が抗IL-1α抗体により完全に抑制されたことから,真珠腫組織の産生する骨
 吸収活性の本体がIL-1αであることを明らかにした。
 2)真珠腫組織の産生するTNFαの役割とIL-1αとの相互作用:真珠腫組織培養上清中に
 はTNFαも検出されたが,その濃度とrhTNFαの骨吸収活性発現閾値との比較から,TNFα
 は真珠腫組織の産生する骨吸収活性には直接には関与していなかった。しかしながら,真珠腫培
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 養時の抗TNFα抗体添加がIL-1α産生を,抗IL-1α抗体添加がTNFα産生を抑制したことか
 ら,IL-1αとTNFαは相互に産生を促進し悪循環を形成していることが判明した。
 3)真珠腫性中耳炎におけるIL-6とIL-1α・TNFαの相互作用:培養真珠腫組織はIL-6
 をも産生しており,この産生は抗IL-1α抗体添加により抑制された。一方,真珠腫培養時の抗
 IL-6抗体添加が,TNFα産生を増強したことから,IL-1αに誘導されるIL-6が,TNFα産
 生抑制を介して間接的にIL-1α産生にネガティブフィードバックをかけていることが明らかと
 なった0
 4)真珠腫性中耳炎におけるサイトカインネットワーク:真珠腫組織培養上清中にはGM-
 CSF・TGFαも検出され,真珠腫培養時の抗GM-CSF抗体添加がIL-1α産生を抑制したこと,
 抗TGFα抗体は,抗TNFα抗体との同時添加により抗TNFα抗体のIL-1α産生抑制を増強し
 たことから,GM-CSF・TGFαはいずれもIL-1α産生に促進的に作用していることが判明し
 た。
 以上より,真珠腫性中耳炎においては,IL-1αとTNFαの相互産生促進を中心に,GM-
 CSF・TGFαがIL-1α産生を促進,IL-1αに誘導されるIL-6がTNFα産生に抑制的に作用
 するというネットワーク機構が形成されていることが明らかとなった。
 IL-1β・IFNγ・TNFβ・IL-4・EGF。TGFβ1の各サイトカインについては,真珠腫培養
 上清中の検出濃度・検出率や標品サイトカインの真珠腫組織IL-1α・TNFα産生への影響等の
 検討から,真珠腫骨破壊や上記ネットワークヘの関与は否定的であった。
 5)真珠腫組織のIL-1α・TNFα産生の制御:グルココルチコイドであるdexamethasone
 (10-5M)は,真珠腫組織のIL-1αおよびTNFα産生を各々60%,67%抑制した。免疫抑制剤
 のcyclosporinA(1μg/m1)は,IL-1α・TNFα産生を各々21%,28%抑制し,抗リウマチ
 薬であるLobenzaritDisodium(10μg/ml)はIL-1α産生を37%抑制した。しかしながら,
 真珠腫組織の骨吸収活性は,いずれの薬剤にても有意な抑制はみられなかった。
 【結論】
 真珠腫性中耳炎においては,IL-1αとTNFαの相互産生促進による悪循環を中心に複雑なサ
 イトカインネットワークが形成されており,ひとたびその引き金がひかれると,IL-1α産生促
 進の方向へと進み,産生されたIL-1αが骨破壊に関与することが強く示唆された。また,ステ
 ロイド剤・免疫抑制剤・抗リウマチ薬は,真珠腫組織の1L-1α・TNFα産生を部分的に抑制し
 たが,骨吸収活性を制御することはできず,真珠腫骨破壊を阻止する保存治療薬とはなり得ない
 ことが判明した。
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 審査結果の要旨
 豊島論文では,真珠腫性中耳炎における破壊的な骨吸収機序について,手術時摘出標本を種々
 の条件下で培養して免疫生化学的に解析し,これに関与するサイトカインネットワークを明らか
 にして臨床に役立てようと意図している。
 手術時摘出した真珠腫組織を細切後培養し,得られた培養上清中の骨吸収活性をマウス頭蓋冠
 培養系にて,PGE2量をradioimmunoassayにて,IL4α,IL-1β,TNFα,GM-CSF,TGFα,
 IFNγ,IL-4,EGF,TGFβ1の各サイトカインをenzymelikedimmunosorbentassayにて測
 定し,以下のような結果をえた。
 1)培養上清中の骨吸収活性はindomethasin添加によって部分的にしか抑制されないが,それ
 に抗IL-1αを加えるとほぼ完全に抑制されたので,培養上清中に証明されたIL-1αが真珠腫性
 中耳炎における骨破壊の主役を演じている。
 2)培養上清中のTNFαは単独で直接の骨吸収活性は持たないが,IL-1αとの共存にて相互の
 産生促進に働くため,間接的には骨破壊に関与している。
 3)IL-1αに誘導されるIL-6が,TNFα産生抑制を介して間接的にIL-1α産生にnegative
 feedbackをかけている。
 4)TGFα,GM-CSFはいずれも1L-1α産生に促進的に作用している。
 以上をまとめると,真珠腫性中耳炎においては,IL4αとTNFαの相互産生促進を中心に,
 GM-CSF,TGFα,がIL-1αの産生を促進,IL4αに誘導されるIL-6がTNFα産生に抑制的に
 作用するというネットワーク機構が形成されている。その他のサイトカインはこのネットワーク
 や真珠腫における骨破壊への関与は否定的である。
 5)真珠腫性中耳炎の薬物療法によって骨破壊を阻止できれば,保存的治療として有用なので,
 各種の薬物について検討したところ,デキサメサゾン(10-5M)は,真珠腫組織のIL-1α・
 TNFα産生をそれぞれ60%,67%ずつ抑制した。サイクロスポリンA(1ug/m1)は,IL4α,
 TNFα産生を21%,28%ずつ抑制し,抗リウマチ薬であるLobenzaritDisodium(10ug/mi)
 はIL4α産生を37%抑制した。しかしながら,真珠腫組織の骨吸収活性は,いずれの薬剤によっ
 ても有意に抑制されなかった。このことは,局所清掃や化学療法にかわる保存的療法として,こ
 れらの薬剤が効力を発揮する可能性は極めて低いと思われる。
 以上のように,本研究では長い間謎であった真珠腫性中耳炎における骨破壊機序に関して明快
 な結論を導き,局所での複雑なサイトカインネットワークによる促進制御機構を明らかにした。
 残念ながら,直ちに臨床応用できるデータは得られなかったものの,真珠腫性中耳炎の炎症の理
 解に極めて重要な貢献を行ったものと評価し,学位論文としてふさわしいものと判定した。
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